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SELECTED PROPERTIES OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM RAW
COW'S MILK

Jana Bezekova, Monika Lavovd, Miroslav Kroc¢ko, Margita C'anigovd

ABSTRACT

For the identification of lactic acid bacteria derived from raw cow's milk, 151 colonies were isolated. The grow conditions
of lactic acid bacteria were at temperature 37 °C for 3 days on MRS medium. Based on microscopical preparation, negative
catalase and Gram-positive test were 81 isolates confirmed as genus Lactobacillus. Out of these, 9 isolates were evaluated
for acidifying activity in UHT milk at 25 °C, 30 °C and 37 °C at regular intervals during 24 hours. The average count of
NSLAB lactobacilli in raw cow's milk reached the value 1.54.10" KTJ.ml™. It was found that all tested strains of lactobacilli
did not cause significant changes of titratable acidity in milk at 25 °C and 30 °C. Only one strain significantly improved the
titratable acidity of milk at 37 °C after 24 hours. The acidity reached the value from 7.5 °SH to 41.9 °SH. This strain was

confirmed by PCR method as Lactobacillus helveticus.
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UVOoD

Mikrofléra syrov moze byt rozdelena do dvoch hlavnych
skupin t.j. zdkvasové baktérie mliecneho kysnutia tzv.
LAB asekundarna mikrofléra, ktorej sucastou su aj
nezakvasové baktérie mliecneho kysnutia — NSLAB.
NSLAB tvoria zvlasStnu skupinu baktérii mlie¢neho
kysnutia, ktoré sa prirodzene vyskytuji v mlieku
avprostredi. Do mlieka sa dostavaji sekundarnou
kontaminaciou napr. z podlahy, z kanalizacie a z povrchov
zariadeni  pouzivanych v mliekarenskom  prostredi
(Fox et al., 2004).

NSLAB komplex zahna Styri hlavné skupiny baktérii,
pricom najvyznamnejSie zastipenie maju mezofilné
laktobacily (Smith, 2003). V dnesnej dobe sa niektoré
druhy laktobacilov pouzivaju ako probiotikd v komercne
dostupnych potravinach a su ddlezitou sucastou crevnej
mikroflory T'udi a zvierat (Baele et al., 2002). Sanchez
et al. (2006) zo 628 izolatov mlie¢nych baktérii zaradili do
rodu Lactobacillus 39,5 % izolatov. Bertier et al. (2001)
z celkového poctu 488 izolatov mezofilnych laktobacilov
zo vzorieck mlieka potvrdili prevladajice druhy
Lactobacillus paracasei a Lactobacillus rhamnosus.
Rod Lactobacillus vyvolava v mlieku jeho prirodzené
kysnutie (Tdma, Plockova, 2007). Baktérie, ktoré maja
schopnost’ produkovat’ v mlieku pri teplote 30 — 37 °C za
6 hodin tolko kyseliny mliecnej, ktora znizi kyslost
mlieka z povodného pH asi 6,8 na hodnotu pH < 5,3 sa
povazuji za zékvasové baktérie mlie¢neho kysnutia
(Gorner, Valik, 2004). NSLAB sa mézu pouzivat ako
doplnkové kultiry v syrarstve.

Obsah NSLAB V polotvrdom syre ihned’ po lisovani je
obvykle mensi ako 1 KTJ.g". Pocas zrenia polotvrdych
syrov sa populacia NSLAB zvySuje a dosahuje vysoké
pocty, zatial' o zakvasové baktérie postupne odumieraju.
Na zaliatku zrenia (po dvoch tyzdnoch) je najCastejSie
obsah NSLAB 107 — 10° KTJ.g™. Do troch mesiacov mbzu

vzrast na 10°— 10" KTJ.g™ (Téma, Plockova, 2007). Ich
poet mdze pocas zrenia syrov vzrast az na
10"— 108KTJ.g™ (Hoorde et al., 2010). Poity 10’ — 10°
KTJ.g" zostavaju na tejto urovni po¢as zrenia syrov po
dobu minimalne 5 mesiacov (Bertier et al., 2001).

V polotvrdych syroch bola dokdzana pritomnost’ druhov

Lactobacillus  paracasei, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus casei subsp.

pseudoplantarum a Lactobacillus casei subsp. casei
(Wouters et al., 2002, Hoorde et al., 2008).

NSLAB maju pozitivny vplyv na senzorické vlastnosti
vyrobkov, prispievaji predovsetkym k rozvoju chuti syrov
(Thage et al., 2005). Pri vyrobe a zreni syrov zohrava
dolezitd ulohu proteolyza kazeinu, pocas proteolyzy
z aminokyselin vznikaju prekurzory Specifickych zloziek,
ktoré davaju syrom typicka chut’ napr. alkoholy, aldehydy,
estery, kyseliny (Kholif et al., 2011). Sledovanim
vlastnosti laktobacilov napr. proteolytickou aktivitou,
lipolytickou aktivitou, autolyzou sa zaoberali Garabal
et al., (2008), Nieto-Arribas et al. (2009). Je preto snahou
presne identifikovat" izolaty NSLAB a preskimat’ ich
vlastnosti. Problematikou identifikacie sa zaoberali napr.
Cagno et al. (2006) a Kaleta et al. (2009) s pouzitim
metod PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis),
PCR-RFLP (PCR-restriction fragment length
polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA-analysis), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism).

Cielom prace bolo izolovat, identifikovat mlieéne
baktérie a prestudovat’ ich vybrané vlastnosti.

MATERIAL A METODY
Izolacia laktobacilov
Pritomnost NSLAB sa zistovala v cisternovych

vzorkach surového kravského mlieka avo vzorkach
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mlieka z mlie¢neho automatu. V odobratych vzorkéach
mlieka sa stanovil pocet laktobacilov kultivaciou na MRS
agare (HiMedia Laboratories, India) pri teplote 37 +1 °C
po dobu 72 hodin za anaerébnych podmienok.

Rodova identifikdcia laktobacilov

Baktérie rodu Lactobacillus vytvaraji na MRS médiu
charakteristické kolonie, t.j. biele, SoSovkovité az
hviezdicovité kolonie o priemere 1 az 3 mm. Pocitatelné
pocty laktobacilov sa pohybuja v rozmedzi
15— 150 KTJ.ml™* (STN 1SO 15214, 2002).

Vybrané kolonie laktobacilov vyrastené na zivom médiu
MRS sa preockovali Ciarovanim na platne MRS agar.
Mikroskopicky sa pomocou nativneho preparatu zistila ich
morfologia. Laktobacily si grampozitivne palicky
samostatné  resp.  vytvarajuce  retiazky a  su
kataldzanegativne.

Druhova identifikdcia laktobaciloy

Druhové identifikacia izolatu €. 62 sa vykonala pomocou
komercnej biochemickej supravy API 50 CHL
(BioMérieux, France). K identifikacii sa pouzila
24 hodinova kultara, z ktorej sa pripravila suspenzia
s turbiditou rovnou 2. stuptiu McFarlandovej zakalovej
stupnice na pristroji Densilameter (Lachema, Ceska
republika). Inkubacia, identifikacia a vyjadrenie vysledkov
sa uskutocnilo podla navodu testu. Tento izolat druhovo
ureny komerénym biochemickym testom sa potvrdil PCR
metodou podla Fortina et al. (2001). Z vyrastenych
kolonii mlie¢nych baktérii na MRS médiu sa vybrané
kolénie pouzili na 24 hodinova kultaru a nechali sa
pomnozit’ v MRS bujoéne. Po odobrati sa bakteridlne bunky
premyli 2-krait PBS roztokom aizolacia DNA sa
uskuto¢nila pristrojom QuickGene-Mini80 a komerénym
kitom podl'a pokynov vyrobcu (Fujifilm, Japan). Izolovana
DNA sa skontrolovala na 0,9 % agaréozovom géle a jej
mnozstvo a Cistota sa zmerali na pristroji Nanophotometer
Implen (Implen, Germany). Preinkubacia sa uskuto¢nila
pri teplote 95 °C pocas 2 min.

K 2ul DNA sa pridal PCR mix, ktory obsahoval 2,5 pl
10 x PCR buffru (Fermentas, Germany), 0,5 ul kazdého
10 mM deoxynukleozid trifosfatu (Fermentas), 2,0 pl 25
mM  MgCl, (Fermantas), 0,25ul 5 U DreamTaq
polymerazy (Fermentas) a 0,5 ul kazdého 10 pmol primeru
(IDT, USA). Sekvencia Specifickych primerov pre
Lactobacillus helveticus (524bp):

For CTGTTTTCAATGTTGCAAGTC, Rev
TTTGCCAGCATTAACAAGTCT.  Amplifikacia  sa
uskutocnila na pristroji Thermal cycler C1000 (Biorad,
USA).

V 35 cykloch sa opakovala denaturacia pri 94 °C
pocas 45 sekind, annealing pri 58 °C pocas 45 sekund a
elongacia pri 72 °C pocas 1 min. Zaverecny predlZovaci
krok sa uskutocnil pri teplote 72 °C pocas 7 min. Ziskané
PCR fragmenty sa farbili pomocou GelRed (Biotium,
USA) na 0,9 % agar6zovom géle pri 120 V po dobu
15 mint a vizualizovali pod UV svetlom (Fortina et al.,
2001).

Dokaz kysacej, proteolytickej a lipolytickej aktivity

Kysacia aktivita vybranych izoladtov laktobacilov sa
sledovala cez zmenu titracnej kyslosti naockovaného UHT
mlieka pocas 24 hodinovej kultivacie pri teplote 25 °C,
30 °C a37 °C vpravidelnych ¢asovych intervaloch.
Proteolyticka aktivita sa zistila diskovou difaznou
metodou na médsopeptonovom agare s 10 % pridavkom

obnoveného sterilného odstreden¢ho mlieka. Kultivacia
prebehla pri teplote 37 + 1 °C po dobu 10 dni.
Lipolyticka aktivita sa zistila diskovou difuznou metédou
na tributyrinovom agare (HiMedia Laboratories, India)
s pridavkom 1 % tributyrinu. Platne sa vyhodnotili po
kultivacii pri 37 + 1 °C po dobu 10 dni. K hodnoteniu
uvedenych aktivit sa pouzila 24 hodinova kultira
pomnozena v MRS bujone shustotou 0,5 stupnia
McFarlandovej zakalovej stupnice.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pocty laktobacilov vo vySetrovanych vzorkach mlieka
kolisali od 5,45.10° KTJml™ do 1,89.10° KTJml™ s
priemerom 1,54.10* KTJ.ml™. Kagkli et al. (2007)
uvadzaju  podobné priemerné pocty laktobacilov
v surovom kravskom mlieku — 1,99.10* KTJ.mlI™. Celkom
sa izolovalo 151 izolatov z toho na zaklade prislunosti
podl'a Grama a hodnotenia morfologického charakteru sa
zistilo 81 kmenov laktobacilov. U 9 nahodne vybranych
izolatov sa hodnotila kysacia, proteolyticka a lipolyticka
aktivita. V tabulke 1 su uvedené zmeny titra¢nej Kyslosti
mlieka vyvolané réznymi kmenmi laktobacilov v zavislosti
od Casu a teploty.

Tabul’ka 1 Zmeny titraénej kyslosti mlieka sposobené
roznymi kmenmi laktobacilov v zavislosti od casu a
teploty

3 Casové intervaly v hodinach
Cislo Teplota
kmena [°C]
0 ‘ 16 ‘ 20 ‘ 24
Titracna kyslost’ [°SH]

16 25 7,15 7,55 7,55 13,10
30 7,25 7,55 9,50
37 7,70 8,70 8,70

21 25 7,65 7,65 7,65 7,65
30 7,65 7,65 7,65
37 7,65 7,85 7,85

37 25 7,55 7,55 7,60 7,90
30 7,55 7,60 8,00
37 7,55 7,75 8,05

41 25 7,00 7,50 7,90 8,15
30 7,00 8,05 11,30
37 7,75 9,45 14,15

50 25 7,50 7,50 8,35 8,40
30 8,50 8,90 11,85
37 10,85 12,65 13,05

59 25 7,50 7,50 7,50 8,00
30 7,50 7,50 7,50
37 7,50 7,80 8,50

60 25 7,50 6,90 7,50 9,25
30 7,50 8,35 9,00
37 8,50 9,30 10,20

62 25 7,50 8,50 8,70 8,70
30 9,75 9,90 10,95
37 24,25 30,35 41,90

70 25 7,50 7,50 7,70 7,90
30 8,40 8,50 8,50
37 7,50 8,50 8,80
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Obrazok 1 Priebeh zmeny titracnej kyslosti mlieka

Obrazok 2 PCR identifikacia druhu Lactobacillus helveticus (524bp) 100bp ladder, 1-3 amplifikované fragmenty

(524bp), NC-negativna kontrola

Zo ziskanych vysledkov vyplyva, ze vsetky sledované
izolaty laktobacilov pri teplote 25 °C a 30 °C nevykazovali
takmer ziadnu schopnost’ prekysavat’ naockovany substrat.
V jedinom pripade ukmena ¢islo 62 sa zaznamenal
vyrazny narast titracnej kyslosti z pociatoénych 7,5 °SH
pri teplote 37 °C po 24 hodinach kultivicie na hodnotu
41,9 °SH, ¢o zodpovedalo hodnote pH 4,53. Priebeh
zmeny titracnej kyslosti mlieka posobenim kmena ¢islo 62
Vv zavislosti od Casu a teploty je znazorneny na obrazku 1.

Smetankova et al. (2011) zaznamenali pri sledovani
kysacej aktivity druhu Lactobacillus helveticus pokles pH
naockovaného UHT mlieka po 52 hodinach kultivacie pri
37 °C na hodnotu 3,47. Lactobacillus helveticus je
termofilna homofermentativha mlie¢na baktéria, ktora ma
schopnost’ produkovat’ vel’ké mnozstvo kyseliny mliecnej

(Borgo et al, 2007). Podla Cascio (2010) kmen
Lactobacillus helveticus by sa nemal udrziavat pri
teplotach nizsich ako 20 °C, pretoze to mdze viest k
zhorSeniu kysacich schopnosti tejto baktérie. Aj vysledky
nasho pokusu potvrdili, Ze pri nizsich teplotach tento kmen
vykazoval slabu schopnost’ fermentovat’ laktozu.

Podla Draba et al. (2008) st velké rozdiely medzi
kmenmi druhu Lactobacillus helveticus v schopnosti
fermentacie sacharidov, tvorby kyseliny mliecnej
avstiepeni bielkovin, preto je identifikacia druhu
Lactobacillus helveticus vramci rodu Lactobacillus
nickedy narocna vzhladom k vysokej vnutrodruhovej
variabilite charakteristickej pre tento druh. Tato
heterogenita ma za nasledok vel'mi naro¢né biochemické
odlisenie druhu Lactobacillus helveticus od fylogeneticky
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pribuznych druhov ako st Lactobacillus acidophilus
a Lactobacillus delbrueckii. Na zaklade vysledkov
druhovej identifikdcie pomocou testu API 50 CHL sme
predpokladali, Ze sa jedna odruh Lactobacillus
acidophilus alebo Lactobacillus helveticus. PCR metodou
sa potvrdilo, ze ide odruh Lactobacillus helveticus
obrazok 2.

ZAVER

Zo ziskanych vysledkov je mozné konStatovat, Ze nie
vSetky izolované a sledované kmene laktobacilov mali
dobri kysaciu aktivitu. Vyraznd kysacia aktivita sa
prejavila len uizolatu &islo 62, kde titraénd kyslost
naockovaného UHT mlieka po 24 hodinach kultivacie pri
teplote 37 °C dosiahla hodnotu 41,90 °SH. U tohto kmena
sa nezistila proteolyticka a lipolyticka aktivita. Aj napriek
tomu tento kmen ostane predmetom nasho d’alsicho $tadia
scielom preskimat dalSie jeho pozitivne vlastnosti
vyuzitel'né pri spracovani mlieka.
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